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(57) Abrege 
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PFOCEDE POUR AUC^IEOTER L ' IMMUNOGQ^ICITE, PRODUIT OBTENU ET 
COMPOSITION PHARMACEUTIQUE 

La presente invention se rapporte a un procede permettant 
d'augmenter rimmunogenicite d'un antigene et a 1'utilisation des 
produits suscepubles d'etre obtenus notamment a titre de vaccin. 

Le cytomegalovirus humain (CMV), un herpes virus a l'etat latent 
chez Ies individus immunocompetents est responsable de pathologies tr£s 
di verses et souvent mortelles en cas d'imrnunodepression (foetus, greffe, 
Sida, leucemie, cancer) (pour revue voir (1)). Le CMV est la source 
principale de malformations congenitales d'origine infectieuse. Pour 
toutes ces raisons le CMV pose un grave probleme de same publique. La 
lutte contre ce virus est Hmitee a la chimiotherapie par des antiviraux non 
specifiques comme Ganciclovir <» et Foscarnet <». dont les effets secondares 
et la nephrotoxics ont ete decrits. En matiere de prevention, 
rimmunotherapie passive (injection de gammaglobulines) diminue 
Tincidence de la primo-infection chez les greffes de moelie seronegatifs. 
Chez les transplantes (allogreffes de moelie, de rein, de coeur. de foie), 
1'infection a;CMV est associee au rejet du greffon. Les receveurs, sous 
immunosuppresseur (cyclosporine) sont trails au Ganciclovir <* pendant 
la greffe et recoivent des gammaglobulines pendant les trois mois suivant 
l'intervention. [/injection intra veineuse a haute dose 
d'immunoglobulines chez ces patients a permis, dans certains cas, une 
reduction de la frequence des pneumonies et des rejets. Ceci souieve le 
probleme non n£gligeable du cout tr6s eieve associe a ces traitements. 
L'infection opportuniste par CMV chez les individus HIV+ est une des plus 
dramatiques et n£cessite une chimiotherapie par des antiviraux. 
25 Les Economies realisees en eiaborant une politique de prevention 

des maladies liees a 1'infection par CMV chez les individus a risque seraient 
substantielles. En effet, des estimations du cout associe a la vaccination 
d'un individu et a sa prise en charge (analyses serologiques, vaccin, 
traitement d'effets secondaires mineurs) effectuees aux Etats Unis (2) 
montrent que ce cout serait environ 50 fois inferieur a celui des soins 
apportes a un nouveau-ne victime d'une infection congenitale. ^infection 
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a CMV est observee chez les 2/3 des transplants renaux et a une 
frequence elev^e chez les autres transplants. Si elle est associee a des 
complications chez environ 1/3 d'entre eux, le cout annuel ajoute a celui 
de la transplantation est considerable. Malgr£ Timpact de drogues comme 
5 le Ganciclovir <8> ou Tinjection de gammagiobulines sur la maladie, la 
prevention de Tinfection primaire et de la reactivation chez ces patients 
doit etre une priorite. Les benefices de l'immunisation sont evidents tant 
sur le plan clinique qu'economique. 

La mise au point d'un vaccin anti-CMV devrait permettre d'enrayer 

10 le developpement des pathologies associ£es aux infections congenitales en 
vaccinant les jeunes femmes avant et pendant la grossesse, d'assurer la 
protection des malades en attente de greffes et d'initier une reponse anti- 
cytomegalovirus chez les individus HIV+ asymptomatiques. L'utilisation de 
virus tue ne semble pas appropriee car les extraits viraux n'induisent pas, 

15 en general, de reponse de type TCD8+ cytotoxique. Le virus att^nue souleve 
le probleme du caractere oncogene, de la latence et de la reactivation des 
particules virales. Le developpement de vaccins recombinants qui devrait 
permettre d'eviter ces risques, n^cessite la connaissance des antiggnes ou 
fragments d'antigfcnes (Epitopes) les plus immunog^nes de l'agent 

20 infectieux. Le but de la vaccination est l'induction d'une immunite 
protectrice. Une approche rationnelle de la vaccination doit impliquer 
trois etapes : (i) ^identification des m^canismes effecteurs responsables de 
la protection, (ii) le choix d'un antigene capable d'induire une reponse 
chez tous les individus, et (iii) l'utilisation d'une voie d'administration du 

25 vaccin capable d'induire le type de reponse souhaite (humorale: anticorps, 
cellulaire: cytotoxique et auxiliaire). 

La defense de l'organisme contre une infection virale est assur£e 
essentiellement par le developpement d'une reponse immunitaire 
humorale (production d'anticorps neutralisants) empechant l'adsorption 

30 du virus a la surface cellulaire d'une part et d'une reponse cellulaire 
d'autre part (cellules TCD8+ cytotoxiques et TCD4+ auxiliaires) eiiminant les 
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cellules infectees et inhibant la replication viraie (synthese de cytokines 
(TNFa, IFNy...)). En ce qui concerne le cytomegalovirus humain, parmi les 
200 prolines codecs par l'ADN double brin (230 kpb), trois d'entre elles 
sont les cibles majeures respectives de ces differents types de reponse: la 
5 glycoproteine d'enveloppe gB (3), la phosphoproteine du tegument pp65 
(4) et la phosphoproteine de regulation IE1 (5). 

Si la mise au point d'un vaccin anti-CMV sembJe etre une necessite, 
il subsiste le probleme general de la vectorisation des antigenes 
recombinants. Les antigenes introduits dans des structures synthetiques 

10 doivent Gtre capables d'initier ou de restaurer une reponse immunitaire B 
et T (auxiliaire CD4+ et cytotoxique CD8+) durable, assurant ainsi la 
protection des individus contre une infection primaire, une reinfection ou 
une reactivation du virus latent. L'activation des cellules T (cellules naives 
ou cellules memoires) est liee a la capacite de presentation de 1'antigene 

15 par les cellules presentatrices d'antigene dont les plus importantes sont les 
cellules dendritiques, les lymphocytes B et les macrophages. Dans ce 
coniexte les particules vectrices devront permettre 1'acces aux voies de 
presentation endogene (classe I, TCD8+) et exogfcne (classe li, TCD4+). 

La society Biovector Therapeutics a d^veloppe un type de structure 

20 appelee Biovecteur Supramoieculaire constitue d'un noyau 
polysaccharidique (NPS) recouvert d'une ceinture d'acides gras (CA) ou de 
phospholipides (BVSM.) dont on peut faire varier la composition. La maille 
polysaccharidique possede un degre de reticulation modulable, peut etre 
fonctionnalisee (radical anionique ou cationique), est trfes stable, et 

25 permet la fixation d'une quantite importante d'antigene & l'interieur du 
noyau aussi bien qu*a sa peripheric. 

De mani£re inattendue, la Demanderesse a trouve que l'association 
d'une proteine ou d'un peptide avec ces vecteurs permettait d'observer 
une potentialisation de la reponse immunogene par rapport a celle 

30 entrainee par Tadministration de 1'antigene seul. 
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C'est pourquoi la presente invention a pour objet un procede pour 
augmenter l'immunogenicite d'un antigene, caract6ris£ en ce que 
l'antigene est associe par des interactions stables a un vecteur 
particulate, ledit vecteur comportant : 
5 - un noyau hydrophile non liquide 

- une couche externe constitute de composes lipidiques choisis dans le 
groupe comprenant les phospholipides et les acides gras. 

De preference, le noyau est constitue d'une matrice de 
polysaccharides ou d'oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
10 reticules. Selon Tun des aspects de l'invention, des ligands ioniques sont 
greffes sur le noyau, ce ligand pouvant notamment porter une fonction 
choisie dans le groupe comprenant : phosphates, sulfates, acides 
carboxyliques, ammonium quaternaires, amines secondaires, amines 
primaires. 

15 Les vecteurs permettant la mise en oeuvre du procede peuvent avoir 

une taille comprise entre 10 nm et 5 nm, et des resultats particulierement 
avantageux sont obienus pour des tailles comprises entre environ 25 nm et 
200 nm, notamment de Tordre de 80 nm. 

L'association d'un antigene a des vecteurs particulaires acyl£s ou 

20 phospholipid^ augmente notamment la reponse proliferative de clones de 
cellules TCD4+ in vitro a cet antig&ne, en presence de leucocytes du sang 
ptripherique et de lymphocytes B/EBV isoies. Les rendements 
dissociation de l'antigene aux particules sont €lev£s et les complexes 
obtenus sont tr£s stables en milieu physiologique. La mise en evidence 

25 d'une potentialisation de la reponse proliferative T souligne les propriety 
remarquables de ces biovecteurs et rinttret de leur utilisation potentielle 
en vaccination. 

Ces resultats ne sont pas obtenus avec un simple melange, sans 
interaction pr£alable, de l'antigene et du vecteur particulaire. 
30 L'antigene est associe au vecteur particulaire par des liaisons 

ioniques et/ou hydrophobes. 
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Selon un aspect de Pinvention, la couche externe du vecteur 
particulaire est constitute d r acides gras naturels fixts au noyau par des 
liaisons covalent'es. Selon un autre aspect, cette couche externe est 
constitute de phospholipides naturels ou synthttiques. 
5 L'invention a tgalement pour objet un produit susceptible d'etre 

obtenu par le proctde dtcrit, et qui comprend une association 
potentialisant I'immunogenicite, d*un antigene lit par des liaisons 
ioniques et/ou hydrophobes a un vecteur particulaire, ledit vecteur 
particulaire componant - un noyau hydrophile non liquide et, 
10 - une couche externe, associee au noyau par des 

interactions hydrophobes et/ou des liaisons ioniques, et constitute des 
composts choisis dans le groupe comprenant les phospholipides et les 
acides gras. 

l/antigene peut etre une prottine ou un peptide, d'origine 
15 bacterienne ou virale, ou un fragment derive de ces antigenes. 

Plus particulierement, Pinvention concerne un produit 
potentialisant Pimmunogenicite tel que defini prectdemment dans lequel 
Pantigene est une prottine du CMV, ou un fragment d'une telle prottine. 

Les proprittts remarquables de ces vecteurs peuvent en effet ttre 
20 exploitees pour 1 'encapsulation d'antigenes du CMV humain, dans le but de 
concevoir un vaccin recombinant qui associerait les antigenes IE1, pp65 et 
gB pour les raisons evoquees plus haut. Un tel produit serait capable 
d'engendrer une rtponse humorale et cytotoxique. 

L'antigene peut done notamment etre la prottine IE1 du CMV, ou un 
25 fragment de cette prottine. 

Un fragment de la prottine virale recombinante IE1 du 
Cytomegalovirus humain (souche Towne) a ttt produit et purifit, sous la 
forme d'une prottine de fusion (GST-e4) dans E. Coli. [.'association de la 
prottine a differems types de particules (NPS, CA et BVSM) de 80nm est 
30 trts stable et les rendements trts tlevts. Nous avons dtcrit un effet 
adjuvant des complexes antigene (Ag)/ particules sur la rtponse 
proliftrative de clones TCD4+ sptcifiques in vitro. Cet effet a ttt observt 
en utilisant comme cellules prtsentatrices d'antigene des leucocytes du 
sang peripherique et des lymphocytes B transformts par EBV (B/EBV). 
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La proliferation de clones T ami IE1 en presence de GST-e4 
recombinante soluble ou associee a des particules suggere que le couplage 
de Pantigene viral a la GST bacterienne, Pabsence de phosphorylation de 
la proteine dans ce systeme d'expression procaryote, et Passociation & des 

5 biovecteurs n'ont pas eu d'influence sur la nature des peptides Epitopes 
generes par les cellules presentatrices. L'une des hypotheses, par laquelle 
la Demanderesse n'entend aucunement limiter Pinvention, est que l'effet 
adjuvant observe lorsque Pantigene est associe aux particules pourrait 
etre correle a une capture plus importante de proteine, par la cellule 

10 presentatrice que lorsque Pantigene est soluble, comme cela a ete constate 
par la Demanderesse. La concentration de Tantigene dans les 
compartiments endo-lysosomiaux pourrait favoriser interaction des 
molecules de classe II avec des peptides viraux plutot qu'avec des peptides 
endogenes ou exogenes issus de proteines du serum par exemple. Ceci 

15 aurait pour consequence Pexpression d*un plus grand nombre de 
complexes DR-peptide IE1 a la surface cellulaire. L'effet potentialisateur 
observe avec les CA* pourrait etre lie & une meilleure accessibilite de 
Tantigene. Les vecteurs que nous avons utilises ont permis incorporation 
d'une masse importante d'antigene par simple melange en solution 

20 aqueuse. Ceci represente un avantage important par rapport aux 
protocoles decapsulation dans d'autres types de particules comme les 
liposomes (6). 

II est possible que Peffet adjuvant observe puisse aussi etre m<ktie par une 
opsonisation des particules, faisant intervenir interaction entre des IgG 

25 seriques ou des fragments du complement comme C3b et leurs recepteurs 
respectifs & la surface des cellules presentatrices. 

La Demanderesse a montre qu'une proteine de fusion plus stable 
que e4 seul, entre le fragment e4 du CMV et la glutathion-S-transferase 
(GST), preparee par genie genetique peut etre utilisee dans les vecteurs 

30 selon invention, sans necessiter une etape de clivage afin d'eliminer la 
partie GST. Ceci represente un progres considerable car une telle proteine 
est aisemem purifiable et la suppression de Petape de clivage permet 
d'augmenter le rendement et d'envisager sa production a grande £chelle. 
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L'invention a done egalement pour objet une proline de fusion, 
caracterisee en ce qu'elle comprend Ie fragment e4 de la proteine IE1 du 
CMV et au moins une partie de la proteine glutathion-S-transferase. 

Le but de la vaccination est d'induire la maturation de cellules 
5 impliqu£es dans 1'dlimination specifique d'un agent pathogene et de 
maintenir des clones de cellules memoires spScifiques des antigenes cibles 
dans la circulation et dans les organes lymphoides secondaires. La 
contribution importante des cellules B en tant que cellules pr^sentatrices 
d'antigene a l'activation des cellules T a ete rapportee (7). 11 a ete montre 

10 que la cellule B n'endocyte efficacement les antigenes solubles, & faible 
concentration, que par I'intermediaire de son immunoglobuline de 
surface. Les travaux destines a cibler des liposomes sur des lymphocytes B 
faisaient appel 5 la fixation & leur surface d'anticorps monoclonaux (8) 
destines a interagir avec les immunoglobulines de surface de ces cellules. 

15 La frequence des lymphocytes B sp£cifiques £tant trts faible, Peffet 
observe ici en utilisant des particules devrait permettre d'amplifier la 
r^ponse T specifique & l'antig£ne complex^ sans passer par une 
reconnaissance par les lymphocytes B sp£cifiques. La presentation d'un 
Ag aux cellules TCD4+ activde induit, outre leur proliferation, la secretion 

20 de cytokines et Texpression de molecules de surface importantes pour la 
proliferation et la differentiation des cellules B en plasmocytes s£cr6tant 
des anticorps. 

Selon un autre aspect, 1'invention a pour objet une composition 
pharmaceutique, caract£ris6e en ce qu'elle comprend un amig&ne associ£ 
25 a un vecteur particulaire selon les modalifes d£finies pr6c6demment, 
disperse dans des excipients pharmaceutiquement acceptables. 

Hie a Egalement pour objet un produit ou une composition tels que 
d£finis pr^cWemment, pour leur utilisation k titre de vaccin. 

30 Les exemples qui suivent sont destines & illustrer ^invention sans 

aucunement en limiter la porfee. Dans ces exemples, on se r£ferera aux 
figures suivantes : 
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Figure 1 : Representation schimatique du fragment d'ADN 
ggnomique viral con tenant 1'ADNc de IE1. 

Figure 2 : Representation sch6matique de la protdine de fusion 
5 GST-e4 

Figure 3 : Analyse de I'expression de GST-e4 par E. Coli en 
61ectrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE).: Les 
lysats de bacteries non recombinantes (1) et recombinantes GST-e4 (2) ont 
10 ete soumis k une SDS-PAGE et colores au bleu de coomassie. Apres passage 
sur colonne d'affinite-glutathion, les eluats ont ete analyses dans les 
memes conditions (2, 4). Le poids moleculaire apparent des marqueurs (M) 
est indique. 

15 Figure 4 : Analyse en "western blot" (A) et autoradiographic (B) 
de I'expression de GST~e4 par E ColL Les lysats bacteriens ont ete 
soumis k une SDS-PAGE puis transferes sur membrane de nitrocellulose. 
Une incubation de la membrane en presence de Tanti peptide 85.75 a 
revels la presence de GST-e4 dans le lysat total (5), le culot et le surnageant 

20 de sonication (4, 3), et dans la fraction retenue sur la colonne d'affinite 
(2). La piste 1 contient un lysat de bacteries non recombinantes. La figure 
4.B correspond k 1'autoradiographie de la membrane. 

Figure 5 : Courbe de saturation des BVSM par GST-e4 purifi6e: Des 
25 quantites croissantes de GST-e4 froide (50 k 400 ug) ont et6 pr&ncubees 
avec des BVSM (100 ng). Les complexes ainsi formed, ont £t£ incubes en 
presence de GST-e4 radiomarquee (GST-e4*) et le taux dissociation (cpm) 
de la proteine chaude a ete determine par comptage apres ultrafiltration 
sur Microsep 300. 

30 

Figure 6 .Stability de Vassociation GST-e4/ particule: Des complexes 
GST-e4Vparticule ont et£ incubes en milieu RPMI/SVF k 37*C de 0 k 6 
jours. Le pourcentage de GST-e4* associe au terme de chaque periode 
d'incubation a ete determine par comptage apres ultrafiltration. 
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Figure 7 .Capture de GST~e4* soluble ou assoctee aux particules 
par des lymphocytes B/EBV. L'antigene radioactif CST-e4\ libre ou 
associe a des particules (NPS, CA, BVSM) a ete incub£ en presence de 5x105 
lymphocytes B/EBV dans du RPMI/SVF, a 37°C pendant 15h. Le 
5 pourcentage de capture (A), la quantity d'antigene associe aux cellules 
(B) p et la quantity d'antigene retrouve dans le milieu (C) sont representes 
en fonction de la concentration en proteine dans les puits 

Figure ft : Capture de GST-e4* soluble ou associe aux particules 
10 par la lignte macropbagique "Mono Mac 6": L'antigene radioactif 
GST-e4*. libre ou associe a des particules (NPS, CA, BVSM) a ete incube en 
presence de 5x105 cellules Mono Mac 6 dans du RPMI/SVF, a 37°C pendant 
15h. Le pourcentage de capture (A), la quantity d'antigene associe aux 
cellules (B), et la quamite d'antigene retrouvee dans le milieu (C) sont 
15 representes en fonction de la concentration en proteine dans les puits 

Figure 9 : Test de proliferation du clone (A3) en presence de 
lymphocytes B/EBV et du melange CA vides/GST-e4: Les cellules 
du clone A3 ont ete incubees en presence de lymphocytes B/EBV irradies et 
20 d'antigene soluble seul (GST, GST-e4), ou avec des CA vides (CA + GST-e4), et 
avec l'antigene associe a des CA (CA/GST-e4). La proliferation a ete 
determine par Tin corporation de [3H]-thymidine, mesuree en cpm. 

Figure IQ : le GST-e4 est protege de la proteolyse grace k sa fixation k des 
25 biovecteurs. Du GST-e4, libre ou associe a des NPS, a ete incube avec de la 
trypsine (rapport en masse 1/600), et on a mis fin k la reaction comme 
indique. Des echantillons ont ete soumis k une SDS-PAGE, et le GST-e4 de 82 
kDa a ete quantifie par exploration densitometrique du gel. Les resultats 
ont et6 exprimcs en pourcentage du GST-e4 de depart, 

30 

Figure H : La reponse des lymphocytes T CD4+ au GST-e4. est amelioree in 
vitro apres fixation aux biovecteurs avec des PBL comme CPA. Les cellules 
provenant du clone M BeA3" ont ete cultivees en presence de PBL irradies et 
de differentes concentrations de GST-e4 (A) et de GST (B) f sous forme libre 
35 ou particulate. 
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Figure 12 : On a ameliore in vitro la reponse des lymphocytes T CD4+ au 
GST-e4 apres fixation a des biovecteurs avec des lymphocytes B 
transform^ par le virus EBV, a titre de CPA. Les cellules provenant du 
clone M BeA3" ont ete cultivees en presence de cellules B transforrnees par 
5 l'EBV et irradiees, et de differentes concentrations de GST-e4 (A) et de GST 
(B), sous forme libre ou particulate. 

Exemoles 

10 1) Materiels et methodes 

Synthase des vecteurs cationises de taille 80 nm : 

Les vecteurs utilises dans cette etude ont tous 6te derives du meme 
15 noyau polysaccharidique synthase a partir du meme lot (NPS). Ces NPS 
ont ete soit acyles avec de l'acide palmitique (CA), soit phospholipides avec 
diffeYents types de phospholipides (BVSM). 

Syn these des NPS 

20 

100 g de Maltodextrine (Glucidex 6, Roquettes), conforme a la 
monographic maltodextrine de la pharmacopee US NF XVII, ont ete dissous 
dans 17 ml d'eau sous agitation mecanique violente puis transfers dans un 
reacteur en verre, auquel ont alors 6t6 ajoutes 2.4 g de NaBH 4 . Une demi 

25 heure plus tard, ont £te ajoutes 44 ml de soude 10 N puis 9.72 ml (0.124 
mole) d'un agent r£ticulant, Pepichlorhydrine (Fluka). Apr6s 90 min de 
reaction a temperature ambiante, 31.18 g d'un agent cationisant, 
Thydroxycholine (glycidyltrimethylammonium chloride, Fluka), 
prealablement dissout dans 20 ml d'eau ont 6*6 ajoutes. L'incubation a 6te 

30 maintenue pendant 20 h sous agitation mecanique. Le gel obtenu a 6t£ 
dilu£ avec 1.5 1 d'eau puis neutralist a l'acide acttique. Le gel a ensuite 6t6 
broyt dans un homogeneisateur par extrusion sous haute pression, puis 
ultrafiltrt sur module filtrant de 40 kDa. L* ultrafiltration a ete stoppee 
lorsque Tultrafiltrat ne reagissait plus au nitrate d'argent. L'analyse de la 

35 taille des nanoparticules (NPS) a ete effectute avec un Nanosizer Coulter 
N4SD. 
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Synthdse des coeurs acylds (CA) 

A 10 g de NPS fraichement lyophilis^s pr£alablement disperses dans 
100 ml de dichloromethane (distille extemporanement), ont ete ajoutes 9,34 
5 ml de chlorure d'acide palmitique. La reaction a £te poursuivie pendant 4 
heures a temperature ambiantc. Aprds avoir ajout£ 200 ml de diethyl ether 
au milieu reactionel, les CA ont ete filtres sur Buchner, laves & rethanol, 
repris dans 500 ml d*eau et homog£n£is£s. 

10 Synthase des BVSM 

Les NPS ont ete phospholipids (20% pds/pds de NPS lyophilises) 
avec differentes proportions de phospholipides 

15 Tests dc toxicitc in vivo 

Les vecteurs testes (NPS, CA, BVSM) ont ete remis en suspension 
dans l'eau, a une concentration de Img/mL La pyrogenicite des 
echantillons a ete determinee in v/vo chez le lapin 4 la dose de 100 ^g de 
20 vecteur par dose selon la pharmacopee Europ6enne. 

Production dc la protdine dc fusion GST-e4 dans Escherichia 
coli : 

Clonagc dans Escherichia coli: 

25 

L'ADNc correspondant 4 l'exon 4 (e4, figure 1) a ete obtenu par 
amplification (PCR) i la Taq polymerase (Prom£ga, Coger, France) a partir 
du plasmide pRL 103 (don de R. LaFemina, (9)) contenant la region IE du 
CMV (souche Towne). Les amorces, A 1 (Al 
30 5 , CCCGGG^AATTCTCATGGTCAAACAGATTAAGGTTCGAG3*) et A2 (A2 = . 
5' cccc cca 6dAG cttttac tggtcag cCttgcttcta 3*) cor respondant 

respectivement & rextremite 5' et 3* de e4 ont et6 utilises. Des sites EcoR I 
(0) et Hind III ($e) ont ete introduits dans ces amorces pour permettre 
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l'insertion du fragment de PCR dans le plasmide pGEX-KG (10). Le fragment 
insert est en phase avec le g£ne de la glutathion-S-transferase (GST) dont 
le prpmoteur est inductible h Tisopropyl-thiogalactoside (IPTG, Sigma, 
France). Entre I a extr6mit6 3' du gene de la GST et le site multiple de clonage 
5 se situe une region codant pour un site de clivage peptidique sp£cifique de 
la thrombine. La transformation des bacteries Escherichia coli DH5a 
(Gibco, Cergy, France) et le criblage des recombinants ont £te effectues 
selon les techniques classiques (11). L'insertion du produit de PCR 
conrespondant i l'exon 4 dans pGEX-KG a ete verifiee par l'analyse, sur 

10 plusieurs clones, des fragments de restriction de l'ADN plasmidique, 
visualises apres dlectrophorese en gel d'agarose a 1% en bromure 
d'£thidium (BET). L'insertion dans pGEX-KG a ete confirmee en testant 
l'expression du produit recombinant GST-e4 apres induction par I'lPTC. Les 
clones positifs ont ete sequences selon la technique de Sanger (12) avec un 

15 kit "Hot tub sequenase" (Pharmacia, Saint Quentin Yvelines, France) selon 
les indications du fournisseur. 

Expression ci purification de GST-e4 : 

20 Les bactdries recombinantes conservees a -80 *C ont £te mises en 

culture dans du milieu "Luria broth" (Difco, Osi, France) contenant 50 
lig/ml d'ampicilline (LB/Ap) (Sigma). Cette preculture, diluee au l/10eme 
en LB/Ap a £t€ cultivee dans les memes conditions jusqu'& DO/600nm = 1*0. 
L'induction de 1 "expression du produit recombinant GST-e4 a ete r£alisee 

25 en ajoutant 100 \iM d'IPTG & la culture. L'incubation a ete poursuivie 
pendant 2 heures ix 25'C pour eviter la formation de corps d'inclusions 
(13). Les bacteries, recoltees par centrifugation ont 6t6 lav6es dans du PBS 
("phosphate buffered saline", pH 7.3, 4.3 mM Na 2 HP04, 1.4 mM KH 2 P04, 137 

mM NaCl, 2.7 mM KC1). Le culot de cellules, conserve une nuit ii -80"C puis 
30 d^congele a 6t6 repris dans 50 ml de tampon de lyse (PBS, lmg/ml 
lysozyme, ImM phenyl-m£thyl-sulfonide-fluoride (PMSF) ). La suspension 
a ete incubee pendant 30 minutes dans la glace puis soniqu6e. Le lysat a 
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agite pendant 30 minutes k temperature ambiante en presence de TRITON X 
100 (concentration finale: 1%) puis clarifie par centrifugation 
(30000g/lh). Le surnageant a 6te depose sur une colonne d'affinite greffee 
avec le substrat de la GST (14) (Glutathione/Sepharose 4B, Pharmacia) 
5 pr^alablement equilibree dans du PBS. Apres lavage de la colonne avec du 
PBS, la proteine de fusion GST-e4 a £te 61u6e avec 10 mM de glutathion 
r£duit dans le tampon dilution 50 mM Tris HC1, pH 8.0. 

Des marquages m6taboliques de GST-e4 ont 6te realises en ajoutant au 
milieu de culture et a raison de 10nCi/ml, les residus L-[35S]-Methionine et 
10 -Cysteine (3ss Express, NEN, Les Ulis, France) au moment de Tinduction par 
T1PTG. La purification du produit radioactif (GST-e4*) a et6 realis^e dans 
les memes conditions que pour le produit non radiomarque. La 
concentration des produits purifies a €ie determinee par la methode de 
Bradford (Kit "Bio-Rad Protein assay", Biorad, Yvry sur Seine, France). La 
15 production dc la proteine de fusion GST-e4 a £te controls par 
£lectrophorese en gel de polyacrylamide a 10% en presence de SDS (SDS 
PAGE) (15). Des marqueurs de poids moteculaire precolores (Gibco) ont £te 
utilises. La revelation a £te effectuee soit par coloration du gel au bleu de 
Coomassie soit en "western blot" (16) apres transfert sur membrane de 
20 nitrocellulose (Hybond C super, Amersham, Les Ulis, France) comme suit. 
Apres saturation dans du "blotto" (PBS, 0.2% NP40, 2.5% lait £crem£>, la 
membrane a ete incub£e pendant 1 heure avec 1'immun serum d'un 
individu sSropositif pour le CMV (CMV+) ou avec I'antipeptide de lapin 
85,75 reconnaissant un Epitope situd dans la partie C-terminale de Pexon 4 
25 (don de J. A Nelson, (17)). L'immunserum et I'antipeptide ont dilu^s 
respectivement au 1/100*™ e t au 1/500*™ dans du "blotto". La membrane 
a €t€ lav^e 3x5 minutes dans du PBS et incub£e pendant 1 heure avec des 
IgC de ch£vre anti-Ig humaines ou anti-Jg de lapin marquees k la 
peroxydase (GAH/PO, GAR/PO, Nordic, Tebu, Le Perrey en Yvelines, 
30 France) dilutes au l/500*me dans du "blotto". Apr£s 3 lavages de 5 minutes 
chacun dans du PBS, la membrane a €te incubee dans la solution de 
relation (PBS, 0.5 mg/ml diaminobenzidine (DAB), 0.1% H 2 O z ). Qpand les 
produits analyses etaient radiomarqu^s, une autoradiographic du gel ou de 
la membrane apr£s western blotting a €\6 r^alisee sur Film Kodak X-OMAT 
35 (Polylabo, France). 
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Association de GST-e4* aux particules : 

La proline de fusion GST-e4*, en solution dans du tampon dilution 
50 mM Tris-Cl, pH 8.0, a 6x6 incubee avec ies trois principaux types de 

5 particules (NPS, CA, BVSM) en suspension dans 1'eau, a une concentration 
de lmg/ml. L'incubation a 6x6 effectu£e a 4°C sous agitation pendant 1 
heure. Le pourcentage dissociation a 6x6 determine en mesurant la 
radioactivity associ£e aux particules. L'antig£ne libre a 6x6 £limin£ par 
ultrafiltration a 5000g sur une membrane ayant un seuil de coupure de 300 

10 kDa (microsep 300, Filtron, Coignieres, France). La mesure de la 
radioactivite libre dans Feiuat, dans les lavages et associee aux particules a 
6x6 realisee trois fois sur uh compteur p (BETAmatic, Kontron). Le 
pourcentage dissociation a ete calculi en faisant le rapport de la 
radioactivite liee sur la somme de la radioactivite libre et de la radioactivite 

15 liee aux particules. Des experiences dissociation de GST aux particules ont 
6x6 realtsees dans les memes conditions qu'avec GST-e4*. ^association de la 
GST aux particules aprfcs lavage a 6x6 confirmee en SDS PAGE 

Stabilit6 de GST-c4* associee aux particules : 

20 

^association de GST-e4* aux trois types de particules a 6x6 effectuee 
comme pr^cddemment avec un rapport GST-e4Vparticule de 0.1 (R=0.1). 
Les lavages ont 6x6 realises en RPMI/10% s£rum de veau foetal (RPMI/SVF) 
(Gibco) supplements avec 1 mM de pyruvate de sodium , 2mM de 
25 L-glutamine, 200 U/ml de p£nicilline et 80 ng/ml de streptomycine. Les 
complexes GST-e4*/particule ont 6x6 repris dans le meme milieu et incubes 
& 37°C. Des aliquots ont 6x6 preleves a differents temps, et le pourcentage 
de GST-e4* associe aux particules a 6x6 determine comme precedemment. 

30 Capture de GSl~c4* par des lignees de lymphocytes B et de 
macrophages "in vitro": 

L'analyse de la capture de GST-e4* soluble ou associe aux particules 
a 6te effectuee sur des lignees de macrophages ("MonoMac 6", DSM ACC 
35 124) et de lymphocytes B immortalises par le virus d'Epstein Barr (B/EBV). 
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Les cellules (5xlOS/ml), en plaques de 24 puits a fonds plats (Falcon, Becton 
Dickinson, New Jersey), ont exe incubees dans du RPMI/SVF en atmosphdre 
humidea 5%deC0 2 , avec differentes concentrations de GST-e4* soluble ou 
complexe aux particules (R=0.1). Apres 15 heures d'incubation. les cellules 
S ont ete nScoltees et lavees 2 fois dans du PBS. La radioactivity libre a ete 
comptee dans le surnageant, dans le liquide de lavage et dans les cellules 
resuspendues dans du PBS. Les r<*sultats de comptage correspondent a la 
moyenne de trois mesures. Le pourcentage de capture pour une 
concentration antig<§nique donnee a <§te exprime par le rapport de la 
10 radioactivite liee aux cellules sur la radioactivite totale. 

Digestion trypsique d'un antigene associe a des nanoparticules 



15 



On a incub6 a la temperature ambiante du [35S] GST-e4 soluble, et des 
melanges de Tantigene avec differentes nanoparticules. avec de la 
trypsine provenant du pancreas de boeuf (Sigma), le rapport en masse de 
I'enzyme au substrat etant de 1:600. Au bout de differems intervalles de 
temps, on a mis fin aux reactions (aliquotes de 20 ni) par congelation 
immediate dans de 1'azote liquide. Avant SDS-PAGE, les echantillons ont *te 
20 decongetes et portes a ebullition dans un tampon echantillon de Laemmli 
pendant 5 minutes. Pour verifier que les particules n'inhibaient pas 
l*activit<§ proteolytique de la trypsine, on a incub* des melanges contenant 
S ng de I'enzyme. en presence ou en 1'absence de 3 mg de particules par ml, 
avec le substrat enzymatique Chromozym-Try (Boehringer Manheim, 
25 France), selon les instructions du fabricant. On a determine Tactivite de 
trypsine par l'augmentation d'absorbance a 1 = 405 nm. On a quantify la 
proline GST-e4 de 82 kDa par exploration densitometrique du gel colon* au 
Coomassie. 



30 



Analyses par immunofluorescence et par microscopic 
confocalc 



On a utilise des lymphocytes B transformees par l'EBV provenant du 
donneur "Be" et la lignee lymphocytaire B Raji du lymphome de Burkitt. 
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On a incub£ les cellules dans un milieu RPM1 sans serum complete par un 
tampon HEPES 20 mM pH 7,2 et 1 mg/ml de serumalbumine de boeuf (BSA), 
a 37°C ou a 4 e C, avec de la rhodamine-transferrine 600 nM et/ou 45 mg/ml 
de FITC-CA, pour differents temps d'incubation. Puis on a lave les cellules a 
5 deux repri-ses dans du PBS froid con tenant 1 mg/ml de BSA (BSA-PBS), une 
fois dans du PBS froid seul, et on les a fixees pendant 30 minutes a la 
temperature ambiante dans du PBS contenant 3,7 % de paraformaldehyde 
et du saccharose 30 mM. Apres 10 minutes d'incubation dans du NH4CI-PBS 
50 mM, trois lavages dans du BSA-PBS et un lavage dans le PBS, on a mont£ 

10 les cellules sur des lamelles de microscope dans 25 mg/ml de Dabco 
(l,4-diacylbicyclo-(2.2.2)octane, Sigma St. Louis, MO), 100 mg/ml de mowiol 
(Calbiochem, La Jolla, CA), 25 % (v/v) de glycerol, Tris-HCl 100 mM pH 8,5. 
Les 6chamillons ont 6t6 examines au microscope confocal (Leica) fixe a un 
microscope diaplan (Leitz) equipe d'un double laser, argon-krypton. Des 

15 coupes optiques en serie ont 6t6 en registries a des intervalles de 0,5 mm a 
1'aide d'un objectif de 63x. Les photographies ont ete prises sur une 
pellicule llford XP2 400 ASA. 

Tests de proliferation des clones TCZM+ and 1EU 

20 

L'obtention des clones de lymphocytes TCD4+ ami IE1 et l'analyse de 
leur proliferation en presence de cellules presentatrices d'antigene (CPA) 
autologues de donneurs CMV+ (Centre de Transfusion Sanguine de 
Toulouse) ont et£ decrits precedemment (18). Brievement, 2xl0 4 cellules 

25 d'un clone T CD4* ont et6 incubees dans des plaques de 96 puits a fonds 
ronds (Falcon) avec les CPA irradtees correspondant & 1x10 s leucocytes du 
sang periph£rique (PBL) ou 5xl0 4 lymphocytes B/EBV, autologues ou 
poss£dant des molecules du CMH de classe II de meme allotype DR. Les 
cellules ont ete incubees dans un volume final de 100 nl en RPMI 

30 contenant 10% d'un pool de serums humains (RPMI/SH) (Laboratoires 
FANDRE, Ludres, France) et differentes dilutions d'antigene libre ou 
associg aux particules. Alternativement, 1'Ag soluble et les particules vides 
ont €t€ ajoutes extemporanement aux cellules. Les complexes Ag/ particule 
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ont £te sterilises par irradiation. Trois jours plus tard, la culture a die 
marquee pendant 15 heures avec 1 nCi par puits de [3H}-thymidine (49 
Ci/mmole, Amersham). 

La proliferation des clones T est d£termin£e par la mesure de 
5 Incorporation de [3H]-thymidine par les cellules. Les rdsultats exprimes 
en cpm correspondent a la moyenne de trois experiences concomitantes. 

Les extraits d'astrocytomes humains (U373MG) transfectds par 1'ADN 
gdnomique IE (A2) ou non transfers (AO) qui avaient £t£ utilises pour 
gdnerer les clones (18), ont ete employes comme contrdles positifs et 
10 ndgatifs, respectivement. La determination des allotypes DR des difterents 
donneurs a ete effectuee par PCR avec des amorces oligonucleotidiques 
specifiques (Pr Abbal, Lab. Centr. Immunol, CHU Rangueil, Toulouse). Les 
clones Dll et A3 provenant * d'individus (DR3/DR4) et (DR8/DR7) 
respectivement, ont ete utilises. 

15 

2) Rdsultats 

Caractdrisation des partscuSes synrbdtisees 

20 La taille des particules etaient de 80 nm, avec une deviation standart de 20 
nm. Le taux de charge a die titrd & 0,8 mmole d'hydroxycholine par 
gramme de nanoparticules lyophilisees. Les dchantillons testes etaient 
apyrogenes. 

25 Production dc GST-c4 

Expression de CST-e4 dans E Coli 

L'expression du produit de fusion GST-e4 dans les lysats bacteriens a 
30 did testde en SDS-PAGE. Les Figures 3 et 4 correspondent k l'analyse des 
lysats de bactdries cultivees en presence d'IPTG. La figure 3 a r£vel£ la 
presence aprds coloration au bleu de coomassie, d'une bande 
correspondant a une masse relative de 82000 dont 1'intensite est plus 
importante dans le lysat de bactdries recombinantes (piste 3) que dans 
35 rechantillon de bactdries non recombinantes (piste 1). En revanche, dans 
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la piste 1 une production importante de GST (Mr 27000) a ete mise en 
Evidence. L'analyse en "western blotting" des m6mes gchantillons avec 
l'anti peptide 85.75 (Fig 4A) et un immunserum humain anti-CMV a revele 
une reactivity specifique associee a une prot&ne de masse relative 82000 
5 en accord avec la masse attendue pour la proteine de fusion GST-e4 (Figure 
2). L'autoradiographie de la membrane (Fig 4B) a revele une bonne 
incorporation des r£sidus radiomarques dans la proteine de 82 kDa rev^lee 
par l'anti peptide, dans les conditions de culture decrites prec^demment. 

10 Purification de GST-e4 par chromatographic d'af finite 

Les lysats bacteriens ont ete soumis a une chromatographic sur 
sepharose-glutathion et anlys^s en SDS-PAGE Les figures 3 et 4 montrent 
que les prolines GST (piste 2, Mr 27000) et GST-e4 (piste 4, Mr 82000) ont 

15 ete retenues specifiquement par le support. Des bandes de masse plus 
faible co-migrant avec GST-e4 ont ete visualises apres western blotting 
(Fig4A). Ces produits copurifi£s avec GST-e4 r^sultent probablement de la 
degradation de la proteine de fusion et contiennent la sequence peptidique 
reconnue par Pantiserum 85.75. Aucun signal n'a eie observe dans la piste 

20 correspondant a la GST (piste 1). Nous avons obtenu de facon reproductible 
et aprfcs un seul passage sur la colonne lmg de GST-e4* avec une activite 
specifique de 400mCi /mmole. 

Association de GST-c4* aux particules 

25 

Rendement dissociation en fonction du type de particules 

Les particules (NPS, CA, BVSM) ont ete incub^es en presence de 
GST-e4 radiomarqu^e (GST-e4*) & raison de lmg de proteine pour 10 mg de 
30 vecteur (R-0.1). Les taux dissociation moyens (20 tests) sont de Tordre de 
90% et identiques quelles que soient les particules. 

Saturation des particules par GST-e4* 

35 Des BVSM (100 ng) ont ete pr&ncubes avec des quantites croissantes 

de GST-e4 froide dans un rapport de masse Ag/BVSM allant de 0.1 a 4 (R=0.1 
k R=4). Pour chacun de ces rapports, GST-e4* a ete ajout^e aux complexes et 
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le taux d'association de la proline chaude aux vecteurs a ete determine par 
comptage apres ultrafiltration. La figure 5 montre que les BVSM sont 
satures en antigene quand le rapport massique Ag/BVSM est egal a 2. 

5 Stability de Vassociation GST-e4*/ particules en fonction du 
temps 

Des complexes GST-e4/particule (R=0.1) ont et6 incubes en 
RPMI/SVF a 37°C. L'analyse du pourcentage de GST-e4 qui est reste associe 

10 aux particules apres plusieurs jours d'incubation (Fig 6), a montre que les 
cinetiques de relargage soni identiques pour les trois types de particules, 
avec une pente plus forte sur les premieres 24 heures. Apres 6 jours 
d'incubation, le taux de GST-e4* associe est de 85%, 80%, et 70% avec les 
BVSM, CA, et NPS, respectivement. Une analyse en SDS-PAGE des memes 

15 echantillons suivie d'une autoradiographic a permis de visualiser la 
proteine associee aux particules. 

L'antigene a eld associd d'une maniere stable a des vecteurs, et 
protdgd d'une protdolysc 

20 

Le rendement d'association du [35S]-GST-e4 etait compris entre 80 et 
90 % et ne dependait pas de la nature des particules cationisees (NPS, CA, 
BVSM), et, quand l'antigene a ete incube avec des vecteurs anioniques (CA 
phosphate), il n'y a eu piegeage d'aucune substance, com me on pouvait s'y 

25 attendre d'apres le point isoeiectrique acide du GST-e4. Ce r£sukat a donne 
& penser que la nature des interactions entre l'antigene et les particules 
etait essentiellement ionique. Pour analyser la stability de 1'association du 
GST-e4 aux vecteurs, on a determine en fonction du temps la liberation de 
l'antigene a panir des particules dans les conditions de culture. Sur 6 jours 

30 d'incubation dans un milieu complet (10 % SVF), la cinetique de la 
liberation de l'antigene etait identique pour le NPS, pour le CA et pour le 
BVSM, et la liberation n'a jamais d£passe 30 % pour le NPS, 20 % pour le CA 
et 15 % pour le BVSM. Nous avons determine si l'antigene etait protege 
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d'une prot£o!yse par son' association a des vecteurs. Dans ce but, on a 
soumis un ami gene l35S]-GST-e4, soluble et complex^, a une digestion par 
la trypsine, et on l'a analyse en SDS-PAGE Le gel a ensuite et£ explore pour 
determiner la presence du produit de 82 kDa. Une exploration 
5 densitomGtrique a montre que, en deux heures d'incubation avec I'enzyme, 
30 % de Tantigene complexd etaient accessibles a la proteolyse, alors que 
85 % de Tantigene sous forme soluble etaient degrades (Figure 10). L'effet 
protecteur n'6tait pas du a une inactivation directe de Tenzyme par la 
particule, car la cin£tique de l'activite enzymatique par utilisation du 
10 substrat "chromozyme Try" n'£tait pas affect£e par la presence de 
vecteurs. 

Capture de GST-e4* par des lignees de lymphocytes B. et de 
macrophages 

15 

Des complexes GST-e4*/particule (R=0.1) et la protein e soluble 
GST-e4* ont 6te incubes en quantite croissante avec des lignees de 
macrophages et de lymphocytes B/EBV. Une cin£tique d'association des 
preparations d'antigene (0.6 |tg/ml, R«0.1) aux cellules a montr£ une 

20 incorporation equivalente, pour un type d'echantillon donne, et pour des 
temps d*incubation allant de 10 min a ISh (resultat non montre). Les 
figures 7 et 8 representent le pourcentage d'antigene associ£ aux cellules 
apres 15h d'incubation, en fonction de la quantite de proteine complexee 
ou soluble ajoutee. Ces figures montrent que pour les lymphocytes B/EBV 

25 (Fig 7) et les macrophages (Fig 8), la quantite d'antigene soluble associee 
aux cellules est tres faible meme & des concentrations 61ev6es. En ce qui 
concerne la capture de l'antigene en fonction des differents types de 
particule, les BVSM ont permis d'obtenir le rendement d'incorporation le 
plus 4lev& (30%) avec les deux types cellulaires. Des rendements de Tordre 

30 de 5% & 10%, ont 6t6 obtenus avec les NPS et les CA, alors qu'ils avoisinent 
1% avec l'antigene soluble. 
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Des vecteurs synthitiques sont internalises par des cellules 
pr6sentatrices d'antigenes (CPA) 



10 



15 



Pour etudier plus en detail le mecanisme par lequel les panicules 
assurent la mediation de Taugmeniation de la capture de 1'antigene par les 
cellules, nous avons analyst leur aptitude a etre internalise par les CPA 
par utilisation d'une microscopie confocale. On a incube des lymphocytes 
B transform^ par 1'EBV et provenant de donneur "Be", avec des particules 
de CA marquees a la fluoresceine, et de la rhodamine-transferrine. 
pendant diffeYents laps de temps a une temperature de 4* C ou de 37'C. Puis 
les cellules ont ete fixees, montees et observees sous un microscope 
confocal, comme decrit dans Materiels et Methodes. On a procede a une 
s£rie Z de coupes optiques selon des increments de 0,5 urn. On a obtenu 
d'une maniere sequentielle les resultats de la mesure des emissions de la 
fluoresceine et de la rhodamine, a partir de la m£me cellule. Chaque image 
presente une coupe optique m6diale d'une cellule representative : 
fluoresceine ou rhodamine. Barre : 10 nm. 

Dans ce but. on a incube pendant 19 heures a 37°C, avec des 
particules de CA marquees a la fluoresceine, des lymphocytes B 
20 transformed par l'EBV et provenant du donneur "Be". Des particules de CA 
ont ete trouvees dans les vesicules intracellulaires, ce qui montre qu'elles 
se trouvent en fait a I'interieur des cellules. Pour etudier plus en detail le 
mecanisme responsable de 1'internalisation des vecteurs synthetiques. 
nous avons etudie la cinetique de 1'entree, et nous 1'avons compare a celle 
25 de la transferrine, utilisee comme marqueur pour 1'endocytose m^diee par 
un rtcepteur. Us cellules ont rapidement internalist la transferrine. ce 
qu'on voit facilement dans les vesicules intracellulaires. Par contraste. les 
vecteurs fluorescents CA, BVSM ou NPS ont ete rarement observes a 
1'interieur des cellules, pour des temps d'incubation inferieurs a 3 heures. 
Au contraire de la transferrine, les particules fluorescentes se sont 
accumulees sous forme de taches ou de capuchons de grandes dimensions 
sur la surface des cellules. Au bout de 5, 7 et 19 heures a 37°C, la plupart des 
cellules presentment des particules de CA dans les compartiments 
intracellulaires, bien que des organelles cellulaires se reveiassent 
35 differentes de celles qui contenaient la transferrine internalisee. On a 
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obtenu des resultats analogues en etudiant des cellules provenant de la 
lignee cellulaire B Raji du lymphome de Burkitt. 

Nos resultats ont montre que les vecteurs CA ont ete internalises par 
les CPA, en s'accumulant lentement dans les compartiments 
5 intracellulaires. De plus, tant la cin£tique d'entree que leur localisation 
intracellulaire ont donne a penser que ces particules suivaient une voie 
d'endocytose differente de celle de ia transferrine. 

Une reponse spec ill que des cellules T au CD4+ est renforc6e in 
10 vitro apres association du G5T-e4 a des nanoparticules 

Nous avons etudie si la proteine de fusion recombinee GST-e4, libre 
ou associee a des particules, pourrait etre efficacement presentee par des 
CPA a des clones de lymphocytes T de CD4+ anti IE1, restreintes a DR3 ei 

15 DR8. Les resuhats d'une reponse proliferative representative du clone 
Be A3, en presence de PBL apparie en HLA (Figure 11) ou de lymphocytes B 
(Figure 12) sont presentes. On a obtenu des resultats analogues avec le 
clone FzDll. Aucune proliferation de cellules T n'a ete observee quand on 
incubait des particules vides, ou des particules associees k GST, en presence 

20 ou en I'absence de PBL (Figure 11B) et de lymphocytes B (Figure 12B). Par 
contraste, la capacite du GST-e4 particulate a stimuler la proliferation des 
clones a £te renforcee avec tous les types de vecteurs. Quand on utilisait 
des PBL comme CPA, cet effet adjuvant allait de 5 A 25 fois. De facon 
remarquable, on avait besoin d'une quantite jusqu'^ 25 fois plus faible de 

25 proteines sous forme complexee (CA) r pour induire une reponse 
proliferative d'intensite analogue & celle que Ton obtient avec Tantigene 
libre (Figure 11A). Quand on a utilise des lymphocytes B pour presenter 
l'antigene particulaire (Figure 12A), Teffet a ete du meme ordre de 
grandeur que celui observe avec les PBL Pour determiner si la liaison de 

30 Tantigene & la particule etait une condition prealable k cet effet, on a 
ajoute extemporanement aux cellules des CA vides et l'antigene soluble. 
Dans ces conditions, la potentialisation a encore ete observee, mais 
beaucoup plus faible (2 fois), ce qui pourrait etre attribue k une 
association rapide de l'antigene aux vecteurs au moment de leur 

35 introduction dans les puits de culture, car la fixation totale du GST-e4 aux 
particules £tait realisee en 1 heure a 4 e C (Materiels et Methodes). 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour augmenter rimmunogenicitd d'un antigene, 
5 caracterise en ce que I'antig&ne est associe par des interactions stables a 
un vecteur particulate, ledit vecteur comportant : 

- un noyau hydrophile non liquide 

- une couche externe de composes choisis dans le groupe comprenant les 
phospholipides et les acides gras. 

10 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le noyau 

est constitue d'une matrice de polysaccharides ou d'oligosaccharides 
naturellement ou chimiquement reticules. 

3. Procede selon Tune de$ revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
que des ligands ioniques sont greffes sur le noyau. 

15 4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le ligand 

ionique porte au moins une fonction choisie dans le groupe comprenant : 
phosphates, sulfates, acides carboxyliques, ammonium quaternaires, 
amines secondares, amines primaires. 

5. Procede selon Tune des revendications 3 ou 4, caracterise en ce 
20 que Pantigfcne est associe au vecteur particulate par des liaisons ioniques. 

6. Procede scion Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
Pantigene est associe au vecteur particulate par des liaisons 
hydrophobes. 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6. caracterise en ce que 
25 la couche externe du vecteur particulate est constituee d 'acides gras 

naturels fixes au noyau par des liaisons covalentes. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
la couche externe du vecteur particulate est constituee de lipides naturels 
ou synthetiques. 

30 



96/06638 



PCT/FR95/01138 



27 

9. Produit susceptible d'etre obtenu par le precede selon Pune des 
revendications 1 a 8, caracte>ise en ce qu'il comprend une association 
potentialisant Pimmunogenicite, d'un antigene lie par des liaisons 
ioniques et/ou hydrophobes a un vecteur particulate, ledit vecteur 
particulaire comportant - un noyau hydrophile non liquide et, 

- une couche externe, associee au noyau par des 
interactions hydrophobes et/ou des liaisons ioniques, et constitute des 
composes choisis dans le groupe comprenant les phospholipides et les 
acides gras. 

10. Produit selon la revindication 9, caracte>ise en ce que 
Pantigene est une proteine ou un peptide. 

11. Produit selon Tune des revendications 9 ou 10, caracterise en ce 
que Pantigene est un determinant antigenique d'une bacterie ou d f un 
virus. 

12. Produit selon Tune des revendications 9 a 11, caracterise en ce 
que Pantigene est une proteine du CMV. 

13. Produit selon Tune des revendications 9 a 12, caracterise! en ce 
que Pantigene est la proteine !€1 du CMV, ou un fragment de cette 
proteine. 

14. Produit selon Pune des revendications 9 a 13, caract£ris£ en ce 
que Pantigene utilise est le fragment e4 de la proteine IE1 du CMV. 

15. Produit selon la revendicatton 14, caracterise en ce que le 
fragment e4 est associe a la GST. 

16. Composition pharmaceutique, caracterisde en ce qu'elle 
comprend un produit selon Pune des revendications 9 a 15, disperse dans 
des excipients pharmaceutiquement acceptables. 

17. Produit selon Pune des revendications 9 a 15 ou composition 
selon la revendication 17, pour son utilisation a titre de vaccin. 

18. Proteine de fusion, caracteYisee en ce qu'elle comprend le 
fragment e 4 de la proteine IE1 du CMV et au moins une partie de la 
proteine glutathion-S-transferase. 



WO 96/06638 



2/ 12 



PCI7FR95/01138 



CD 



<D 
CD 

;g 

Q. 
CD 
CL 

o 

CL 
X5 



LU 



CD 



CD 



E 

13 



CO 



CD 



CM 
(D 



3 

CO 
CO 



CO 
O 



CO 
CO 



co 

CO 

CD 
O 



co 
co 

CD 



ID ^ 




-i= CO 




egalov 
(82 kD 




CsJ 


1 cytom 
ST-e4 


LD 

I_L_ 










LU .2 
— cn 
















2 CD 












o 2 

T3 ca- 






rt CO 




E a 




-cd -a 




co o 





WO 96/06638 



FCT/FR95/01138 



3 /12 



kDa M 1 2 3 4 




FIG. 3 



FEUIILE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 96/06638 



PCT/FK95/0Jt38 



4/12 




FIG. 4 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 96/06638 



5/72 



PCT/FR9S/0U38 




FIG_5 



WO 96/06638 



6/12 



PCTVFK95/01138 




"T 1 1 1 1 

2 3 4 5 6 

Temps d'lncubation (jours) 



FIG. 6 



WO 96/06638 



7/ T2 



PCT/FR95/01138 




FIG.7 



WO 96/06638 



8/12 



PCTYFR95/01138 




FIG.8 



WO 96/06638 



9/12 



PCT/FR95/01138 



35000 -i 




Log. [GST-e4] fogfmty 



FiG.n 



WO 96/06638 



10/12 



PCT/FR95/01138 




FIG.10 



WO 96/06638 PCT/FR95/01 138 

1 1 / t 2 



70000-) 
60000- 
50000- 
40000- 
30000-1 
20000- 
10000- 
0- 



1 

70000-| 
60000- 
50000- 
40000- 
30000- 
20 000- 
10000- 
0-- 



1 



-GST-e4. 
-NPS/GSl^e4 
■ BVSM'/GST- e4- 
-CA/GST-e4 




I 1 ■ I U I I I I 

too 



B 



-GST 
- NPS/GST 
-BVSM /GST 
-CA /GST 



■ I 1 I ■ I 

100 



10000 



10000 



Concentration (nM) 



FIG. 11 



WO 96/06638 PCT/FR9S/01 138 

12/12 



I 

I 

I 

I — I 

& 

s 



50000-1 
40000- 
30000- 
20000- 
10000 
0 

50000 
40000- 



1 



2 

| 30000- 
20000- 



10000- 
0 



B 



GST-e4 

NPS/GST-e4 

BvsM/GST-e4 
ca/gst- e4 




10 



- GST 

.NPS/GST 
-BVSM /GST 
-CA /GST 



100 



~i i — > » i n — 

10 



100 



Concentration (nM ) 



FIG. 12 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intc* *oral Application No 

PCi/FR 95/01138 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 A61K39/39 A61K39/245 C07K19/00 //C07K14/045, 

C12N15/38,C12N15/62 

According to International Patent CUsnficanon (IPC) or to both national cJagaftcatton and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (d&safi cation system foil owed by dasafica&on symbols) 

IPC 6 C07K A61K C12N 



Documentation searched other than mini mum documentanon to the extent that such document! arc included in the fields searched 



Electronic data base consul ted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to daun No. 


A 


EP,A,0 344 040 (CENTRE NATIONAL DE LA 


1-17 




RECHERCHE SCIENTIFIQUE) 29 November 1989 






see the whole document 




A 


N.van R00IJEN "LIPOSOMES" IN I.N. ROITT et 


1-17 




al.(Ed's) "ENCYCLOPEDIA OF IMMUNOLOGY" , 






ACADEMIC PRESS, LONDON , 1992 






see page 986 - page 988 






-/-- 





m 



Further documents arc listed in the continuation of box C. 



HI 



Patent Tamil y members arc listed in annex. 



* Special categories of ated documents : 

"A* document defining the general state of the an which is not 

considered to be of para cut ar relevance 
*£' earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may threw doubts on priority daimO) or 
which is ated to establish the publication dale of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document refemng to an oral disdosurc, use, cxhitrioon or 



document published pnor to the international filing date but 
later than the priority dale claimed 



*T* later document published after the international filing data 
or priority date and not in conflict with the application but 
ated to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance; the d aimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

* Y* document of particular relevance; the d aimed invention 
cannot be considered to involve an invcnbvc step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person dolled 
m the art. 

r of the same patent family 



"A" document member c 



Date of the actual completion of the international search 

12 December 1995 


Date of mailing of the international search report 

0 5. 01 9 fi 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 S Patrnuaan 2 
NL • 2210 HV Rijswijk 
TcL ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cpo nl. 
Fax ( + 31-70) 340.3016 


Authorized officer 

Ryckebosch, A 



F«m PCT/tSA/aiO (■ 



I dMM] (Jut* 1*93) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tntr *ional Apphcattoo No 

PLi/FR 95/01138 



C(Conumiation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Out on of document, with indication, where appropriate, of the relevant panares 



Relevant to claim No. 



BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

vol. 195, no. 1, 31 August 1993 ORLANDO, 
FL US, 

pages 469-477, 

C. DAVRINCHE ET AL. 'EXPRESSION OF HUMAN 
CYTOMEGALOVIRUS IMMEDIATE EARLY PROTEIN 
IE1 IN INSECT CELLS: SPLICING OF RNA AND 
RECOGNITION BY CD4+ T-CELL CLONES. 1 
cited in the application 

see the whole document 

GENE, 

vol. 67. 1988 AMSTERDAM NL, 
pages 31-40, 

D. B. SMITH ET AL. 'SINGLE-STEP 
PURIFICATION OF POLYPEPTIDES EXPRESSED IN 
ESCHERICHIA COLI AS FUSIONS WITH 
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE. 1 

cited in the application 
see the whole document 

WO, A, 94 20078 (A ET S BIOVECTEURS) 15 

September 1994 

see page 12, line 33 

see page 12, line 36 

see page 14, line 4 - line 5; claims 

1-23,26 



12-15,18 



12-15,18 



9,10,16 



1 



Fom PCT/ISAyQlO (coaunwMKM of 



dMM) (toly Iffl) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent (airuly member* 



faitr lonal Application No 

Ptl/FR 95/01138 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



FR-A- 


2631826 


01-12-89 


ES-T- 


2054048 


01-08-94 


WO-A- 


8911271 


30-11-89 


JP-T- 


4500662 


06-02-92 


US-A- 


5151264 


29-09-92 



EP-A-344040 



29-11-89 



W0-A-9420078 15-09-94 FR-A- 2702160 09-09-94 



Porn PCT/ISA/11Q (punt tanily MM) (JUy 1M3) 



RAPPORT OE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dcr : Internationale No 

PCT/FR 95/01138 



A . CLASSEMENT DE J^OBJET DE LA OEM A NO E 

CIB 6 A61K39/39 A61K39/245 C07K19/00 //C07K14/045, 

C12N15/38,C12N15/62 

Scion 1* cljgtficanon Internationale des brevets (CIB) will fot« telon ta dun A can on naoerule «t la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation miranute consultec (sysieme dc classification suivi des symbol es de classctnent) 

CIB 6 C07K A61K C12N 



DocumenUOan consultec autre que la dewumcraabon nuranule dans la mesure oil ces documcmi reJevent des domaincs bit lesqucls a parte la recherche 



Base dc donnecs electron que consul tee au coun de la recherche Internationale (nom ee la base de donnecs, et a ceia est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONS IDE RES COM ME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents ates, avec, le au ccheant, l indicaoon des 



passages penitents 



no. des re vindications visees 



EP.A.O 344 040 (CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SCIENTIFIQUE) 29 Novembre 1989 
voir le document en entier 

N.van R00IJEN "LIPOSOMES" IN I.M. ROITT et 
al.(Ed's) "ENCYCLOPEDIA OF IMMUNOLOGY" , 
ACADEMIC PRESS, LONDON , 1992 
voir page 986 - page 988 

-/— 



1-17 



1-17 



Pfl V«r la ante du cadre C pour la fin de la Uste des document! |x | Les documents de families de brevets sont iruhques en annexe 



* Categories spcaales dc documents ates: 

"A* documenx defiiussanl Tctat general dc li technique, non 

consider* comme paracuberement pertinent 
"E" document anteneur, mais public a U date de depot inte man onal 

ou apres cetfie date 
*L* document pouvant jeter un doutc cur une revindication d« 

pnonte ou ate pour determiner la date de publication cfune 

autre ciUbon ou pour une raison speciale (telle qu'inriiquee) 
'O* document ae rtferant A use divutgabon oralc, A un usage; a 

urn cxpocuon ou tous autre* moyens 
"P" document public avant la date dc depot iMcmabonal, mau 

posteneurcment 4 U date de pnonte revcndiquec 



"Y* 



'eV 



document ultencur public apres la date dc depot international ou la 
date de pnonte et n'apparicnciuuu pas a 1'etat dc la 
technique pertinent, mau ate pour co m prendrc 1« pnnapc 
ou la theone concbtuant la base dc 1* invention 

document paracuuercmcnt pertincnr, r invention revendiqucc nc peut 
etr* consioeree comme nouvelle ou comme unsuquant une activite 
inventive par rapport au document c ons ide r e isolcmcnt 
document para cub trencnt pertinent, l invcntion rtvcndiqucc 
nc peut ctre consdertc comme unpU quant une activite invenove 
torsquc lc document est assoae a un au ptuaeurs autre* 
documents dc me me nature, cctte comfcnnaiaon etant evidcnte 
pour unc pcrsonnc du raebcr 

document qui (ait panic dc la mcmc famillc dc brevets 



Date * laqucUc la recherche utemaaooalc a etc cfTecavement achevee 

12 Decembre 1995 


Date d'expedmon du present rapport de recherche interaabonalc 

05. 01- 95 


Nom et adresse postalc dc I'admaaiserabon charges de la recherche tmernationalc 
Office Europccn des Brevets, P.B. 5118 PatentUan 2 
NL • 2220 HV Ripwijk 
TeL ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 631 epo nl, 
Fas (♦ 31-70) 340-3016 


Foncsjonnairc autonse 

Ryckebosch, A 



bPCT/ISA/210 



twiUs) <juil« Iff]) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Den : Inttnuaaml* No 

PCT/FR 95/01138 



Cerate) DOCUMENTS CONS1DERES COMME PERTINENTS 



Ctftfone ' I Idcnanuaon on document! *«*%. »vcc Ic ib echum. IiixIimooo dct puu(t* peronenn 



P.X 



BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS , 

vol. 195, no. 1, 31 Aout 1993 ORLANDO, FL 
US, 

pages 469-477, 

C. DAVRINCHE ET AL. 'EXPRESSION OF HUMAN 
CYTOMEGALOVIRUS IMMEDIATE EARLY PROTEIN 
IE1 IN INSECT CELLS: SPLICING OF RNA AND 
RECOGNITION BY CD4* T-CELL CLONES . ' 

cite dans la demande 

voir 1e document en entier 

GENE. 

vol. 67, 1988 AMSTERDAM NL, 
pages 31-40, 

D. B. SMITH ET AL. ' SINGLE-STEP 
PURIFICATION OF POLYPEPTIDES EXPRESSED IN 
ESCHERICHIA COLI AS FUSIONS WITH 
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE. ' 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

W0.A.94 20078 (A ET S BIOVECTEURS) 15 

Septembre 1994 

voir page 12, ligne 33 

voir page 12, ligne 36 

voir page 14, ligne 4 - ligne 5; 

revendications 1-23,26 



12-15,18 



12-15.18 



9.10.16 



Fommmn PCT/UA/MO (wwtt 4m m fuwfrm t fruilta) 0««i*i 19*2) 

page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Reran pieman reU&fs &u~ .ncmbrcs <k families de brevets 



Document brevet cite 
*u rapport de recherche 



Date de 

publication 



Dct c Internationale No 

PCT/FR 95/01138 



Membrt(t) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



FR-A- 


2631826 


01-12-89 


ES-T- 


2054048 


01-08-94 


W0-A- 


8911271 


30-11-89 


JP-T- 


4500662 


06-02-92 


US-A- 


5151264 


29-09-92 



EP-A-344040 



29-11-89 



WO-A-9420078 15-09-94 FR-A- 2702160 09-09-94 



Forattlain PCT/ISA/aa (mrntm Curate «* hmu) [}u**t l«t2) 



